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La pr^sente invention est relative a des perfection- 
nements apport^s aux procedes de conservation des hematies 
par lyophilisation , en vue de leur utilisation dans des reac- 
tions d ' hemagglutination standardisees . 
5 Les reactions d 'agglutination utilisant des hematies, 

sont actuellement pratiguees a grande echelle, aussi bien dans 
les laboratoires d 'analyses que dans les laboratoires de re- 
cherches, du fait qu'eiles presentent le grand avantage d'une 
tres graride sensibility (environ 1 000 fois plus grande que 

10 la sensibilite de 1 'analyse par precipitation). Toutefois, les 
hematies sont des produits tres instables qu'il est necessaire 
de soumettre h un traitement propre ^ assurer leur stability 
dans le temps et la conservation de celles de leurs proprie- 
tes qui sont necessaires a leur application dans les r§actions 

15 d • agglutination. 

C'est la raison pour laquelle de nombreuses techni- 
ques de conservation et de stockage ont ete mises au point, 
parmi lesquelles on citera notamment les suivantes : 

- traitement des Erythrocytes lav€s et tamponnes, par de 

20 1' aldehyde pyruvique et par du formol (Brevets am§ricains 
3 714 345, 3 717 427) ; 

- traitement des Erythrocytes lavEs et tamponnEs, par les 
aldehydes pyruvique et formique suivi d'une enduction par 
I'albumine de serxnn bovin (Brevet allemand 2 025 718) ; 

25 - traitement des Erythrocytes par le glutarald§hyde et lyophi- 
lisation en presence du lactose ^S. IWASA et Collab. dans 
J. of Clin. Microb. (1977) pages 176-1787; 

- traitement des Erythrocytes par un aldEhyde aliphatique et 
un sel soluble de chrome (Brevet fran^ais 2 331 352) . 

30 II ressort clairement de la pratique de toutes ces 

mEthodes qu'il est indispensable de lyophiliser les hEmaties 
pour assurer leur stabilite. Cependant, jusqu'a prEsent, la 
lyophilisation impose une operation de fixation prEalable par 
des aldEhydes tels que pyruvate, f ormaldEhyde , glutaraldEhyde, 

35 par exemple, sans laquelle les hEmaties lyophilisees n'ont 
pas la stabilite recherchEe. NEanmoins, malgrE toutes ces 
prEcautions, on constate avec ces procEdes antErieurs de 
stabilisation des hematies par lyophilisation, une agglutina- 
tion spontanee des hematies. 




2475737 

2 

La situation est la meme dans le cas des hematies 
sensibilisees par un antigene, dont la duree de conservation 
est faible, puisqu'elle n'est generalement que de quelques 
jours et n'atteint, au mieux, que quelques semaines* 
5 Coirane la sensibilisation des hematies doit §tre 

realisee dans des conditions tres precises et demande un per- 
sonnel hautement specialise et entraine, des reactifs purs, 
steriles et fraichement prepares, il est indispensable, notam- 
ment pour pouvoir appliquer le precede d 'agglutination indi- 

10 recte ou passive dans des conditions economiques satisfaisan- 
tes, de mettre au point un precede de conservation des hema- 
ties sensibilisees. Differentes methodes ont, de ce fait, ete 
proposees pour ameliorer le stockage et la conservation des 
hematies sensibilisees aux antigenes : il s'agit principale- 

15 ment des methodes suivantes : 

C'est BOYDEN ^J. EXP, MED. 93 (1951) 107/ qui s'est 
apergu que les prot^ines peuvent s' adsorber sur des hematies 
trait^es au tannin et qu'elles peuvent par la suite, etre 
20 agglutinees par les scrums contenant les antiproteines spe- 
cif iques 

~ 92HEi§3§-2ii-E2D£S3§-S2Y§i§D£-^S§-EE2tiiD§§_sur_la_surf 

On a priconise ^galement le couplage des antigenes 
25 sur la surface des hematies par differentes methodes comme 
par exemple : 

- par bisdiazotation 

- par traitement avec les grdupes dinitrophenyle ^LEVINE 
et Collab. J. Immunol, 98 (1967) 648? 

30 - par pontage ^ l*aide des aldehydes ^Brevet fran9ais 

2 187 909, Brevet frangais 1 493 772, Brevet americain 

3 987 1597. 

Toutes ces m§thodes ont en ef fet eu pour r§sultat 
une amelioration ind§niable de la conservation des hematies 
35 sensibilisees, mais toutes ont egalement leur faiblesse : la 
liaison des antigenes sur des globules rouges tann§s s'est 
averse quelque peu reversible, tandis que les m§thodes de 
couplage ou de pontage des antigenes necessitent beaucoup 
plus d'antigene. 
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D" autre part, toutes ces m^thodes pr^conis^es dans 
I'Art anterieur sont tres "rigides" et ne tiennent pas suf- 
fisamment compte de la nature meme des antiserums et des 
antigenes qui peuvent differer non seulement d'une espdce 5 
5 1' autre, mais mfeme^pour un antigene donne, d'un lot de fabri- 
cation a 1' autre. 

La presente invention s'est par consequent fixe pour 
but de pourvoir a un precede de conservation des hematies, 
gu'il s'agisse d' hematies normales ou d' hematies sensibili- 
10 sees, fiable et economique, qui permet d'obtenir des hematies 
aptes S donner lieu ^ des reactions specif iques, notamment k 
des reactions d 'hemagglutination specif iques, et qui permet 
egalement d'obtenir des hematies sensibilis§es , par un anti- 
gene notamment, qui conservent leur pouvoir antig^nique pen- 
15 dant de tres longues periodes ; la prgsente invention s'est 
en outre donne pour but de pourvoir I un proc^d^ qui permet 
une standardisation parfaite des reactions d • hemagglutination 
indirecte . 

La presente invention a pour objet un precede de 

20 conservation des hematies en vue de la standardisation de la 
reaction d 'hemagglutination, caract§ris§ en ce que I'on trai- 
te le sang total non centrifuge et non lave, pr§alablement 
recueilli sur un agent anti-coagulant, par un agent de fixa- 
tion tel qu'un aldehyde, en ce qu'on centrifuge le sang ainsi 

25 traite, pour en separer les hematies fixees, et en ce qu'on 
lyophilise les hematies ainsi separees. 

Ainsi, le fait de soumettre du sang total n'ayant 
subi ni centrif ugation, ni lavage, a un traitement de fixa- 
tion par un aldehyde , et de combiner cette premiere etape du 

30 precede conforme a la presente invention S un traitement de 
lyophilisation des hematies consecutif a une etape de separa- 
tion de ces dernidres par centrif ugation du sang total traite 
par un aldehyde comme indique ci-dessus, procure des hematies 
qui ne subissent aucune agglutination spontanee et sont, de ce 

35 fait, aptes a donner lieu ^ des reactions d ' hemagglutination 
d'un degre de specif icite eieve, et qui, lorsqu'elles sont 
sensibilisees par un antigene ou par un anticorps, presentent 
une stabilite remarquable pendant de tres longues periodes de 
temps . 
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Les Inventeurs ont pu demontrer que la centrifuga- 
tion prealable du sang total, meiDe preleve sous un anticoagulant, est 
suffisante pour modifier les proprietes des hematies, lesquel- 
les presentent ensuite, apres lyophilisation, une hemaggluti- 
5 nation spontanee qui les rend inutilisables pour les tests 
d' hemagglutination auxquels elles etaient en fait destinees. 
lis ont pu mettre en evidence que pour que la lyophilisation 
procure les qualites de stabilite que I'on etait en droit d'en 
attendre, il est indispensable d'eviter que les hematies pre- 
10 sentes dans le sang, subissent 1 ' influence des forces de ci- 
saillement dues a la centrifugation et au lavage, prealable- 
ment au traitement de fixation par les aldehydes, 

Selon un mode de realisation prefere du procede qui 
fait I'objet de la presente invention, applique a la prepa- 
15 ration d' hematies sensibilisees par une proteine specif ique, 
les hematies fixees par un ald§hyde puis separees du sang 
total par centrifugation, sont ensuite traitees par un tannin, 
puis par ladite proteine specif ique, avant d'§tre lyophilisees . 
Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
20 realisation, la proteine specif ique de sensibilisation des 
hematies est prise dans le groupe qui comprend notamment 
les antigenes viraux, les antigenes bacteriens, les antigenes 
parasitaires, les anticorps purifies (IgG) et les anticorps mono- 
clonaux prepares in vitro, 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux du 

procede objet de la presente invention, 1 'aldehyde, ainsi que, 
le cas ech^ant, le tannin et la prot§ine specif ique sont mis ' 
en oeuvre dans des solutions tampons appropriees, les concen- 
trations optimales d' aldehyde, de tannin et de proteine spe- 
30 cifique etant determinees pour chaque lot de proteine specif ique, 

Suivant. une disposition avantageuse de cette modali- 
ty du procede objet de la presente invention, les tampons mis 
en oeuvre sont des tampons steriles. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux 
35 du procede objet de la presente invention, apres avoir ete 
separges par centrifugation, les hematies sont soumises a un 
lavage par du PBS (tairpon phosphate-liqueur physiologique) . 

Suivant un autre mode de realisation avantageux de 
I'objet de 1 'invention, 1 ' aldehyde mis en oeuvre est le for- 
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Suivant un autre inode de realisation avantageux de 
I'cbjet de !• invention, 1* aldehyde utilise est le glutarald§- 
hyde. ' ' 

5 Conf ormement a 1' invention, le traitement de fixa- 

tion par un aldehyde, le traitement par un tannin et la sen- 
sibilisation par des proteines specifiques, s o n t e f- 
fectues a une temperature comprise entre 20 et 37**C environ, 
la duree du traitement de fixation par un aldehyde §tant de 

10 preference comprise entre 16 et l8 heures, tandis que la duree 
du traitement par le tannin est comprise entre 10 et 20 minu- 
tes, de m§me que la dur^e du traitement de sensibilisation 
par les proteines specif iques. 

Suivant un mode de realisation avantageux du proc§- 

15 d§ objet de la pr§sente invention, les traitements des hema- 
ties par 1' aldehyde et par le tannin, sont effectu^s cl de 
grandes dilutions, de I'ordre de 1/300 I 1/600 pour 1 'aldehy- 
de, et de 1/4 0 000 S 1/160 000 pour le tannin. 

Suivant un mode de realisation avantageux de 1' objet 

20 de 1* invention, la lyophilisation est effectu^e en presence 
de lactose et d'albumine bovine, dans un tampon phosphate ap- 
proprie . 

La presente invention a egalement pour objet les 
hematies fix^es par un aldehyde et lyophilisees, utilisables 

25 dans les reactions d' hemagglutination, obtenues en mettant en 
OGUvre le precede conforme S 1' invention, ainsi que les hema- 
ties sensibilisees par une proteine specifique prise dans le 
groupe des antigenes viraux, des antig§nes bacteriens,. des 
antigSnes parasitaires, des anticorps, notamment des anti- 

30 corps purifies et des anticorps monoclonaux prepares in vitro. 
La presente invention a notamment pour objet les hematies sen- 
sibilisees par un antigene viral de la famille des Virus 
Herpes, ainsi que des IgG. 

Les antigenes viraux mis en oeuvre pour la sensibi- 

35 lisation des hematies sont obtenus S partir de cellules infec- 
teeS/ de preference h I'aide d'une pluralite d' operations de 
congelation et decongelation successives et rapides. 

Outre les dispositions qui precedent, 1' invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
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description qui va suivre. 

La pr§sente invention vise plus particulierement le 
precede de conservation des hematies par lyophilisation en 
vue de leur utilisation dans des reactions d ' hemagglutination, 
5 confonre aux dispositions qui precedent, les moyens propres a la mise en 
oeuvre de ce procede, les precedes d' ensemble et les chaines 
de fabrication dans lesquelles est inclus le precede conforme 
a la presente invention, ainsi que les hematies, sensibilisees 
CXI non, obtenues selon le precede conforme a la presente invention. 

L' invention pourra §tre mieux comprise a I'aide. du 
complement de description qui va suivre, qui se refere S un 
exemple de mise en oeuvre du procede objet de la pr§sente 
invention, ainsi qu'^ un exemple de titrage des serums a I'ai- 
de des hematies sensibilis§es conformes a la presente inven- 
15 tion, 

II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces exem- 
ples sont donnes uniquement k titre d • illustration de l*objet 
de 1' invention, mais n'en constituent en aucune maniere une 
limitation, 
20 EXEMPLE I 

A - Preparation de I'anticrdne 

(Antigdne viral de la famille des virus Herpes) . 

La souche utilis^e est la souche AD 169 cultiv€e sur 
fibroblastes humains. Apr§s plusieurs passages en milieu de 
25 Eagle et divers flacons de cellules vierges, on obtient un 
grand volume de cellules infectSes* 

La r§colte de I'antig^ne se fait quand on observe 
90 % d'effet cytopathogdne, soit envixon 4^6 jours apris 
1" infection des cellules. On jette alors le milieu, on rince 
30 avec du PBS et on decolle les cellules. La composition du 

PBS ou tampon phosphate-liqueur physiologique est la suivante: 
" NaCl : 4,8 g 

" KCl : 1,2 g 

- Na2HPO^,12H20 : 6,9 g 
^5 - KH^PO^ : 1,2 g 

- Eau distill^e : 1 600 ml 

Au moment de I'emploi, on dilue au 1/3 avec de 
I'eau distill^e. 
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Les cellules d§coll€es sont alors reprises dans du 
PBS, ^ raison de 1 ml pour un flacon de culture de 75 ml. On 
opdre alors trois congelations et decongelations successives 
et rapides. On centrifuge alors pendant une demi-heure envi- 
5 ron S 5 000 T/mn et a 4*C. On recueille le surnageant conte- 
nant I'antigene que I'on repartit en ampoules, et que I'on 
conserve en azote liquide. 
B - Traitement du sang au glutaraldehyde 

On utilise du glutaraldehyde purifi^, conserve sous 
10 vide en ampoules, et dilue a 10 % (a partir d'une ampoule- 
mere de glutaraldehyde S 70 %) . La dilution de glutaraldehyde 
a utiliser est preparee au moment de I'emploi. Elle a §te 
d§termin§e auparavant par le titrage de I'antigene (cf. plus 
loin : "d§termination des concentrations optimum des r§actifs")L. 
15 Cette dilution est generalement comprise entre 

1/150 et 1/250, et se fait dans du PBS. 

On melange alors du sang total de mouton recueilli 
st§rilement sur un anticoagulant approprie tel que I'ALSEVER 
de preference, directement et sans lavage prealable avec la 

dilution de glutaraldehyde:! volume oour 1 vol\jme.On a finalement dans le 
. volume total, une dilution de glutaraldehyde oonprise entre 1/300 et 1/500. 

Le melange sang de mouton-glutarald§hyde est incu- 
be pendant 16 heures environ au bain-marie ^ 37**C. 

Apres ce tempg, les globules rouges de mouton (CRM) 
25 sont laves 5 fois par du PBS, et on les remet en suspension a 3 % 
dans le PBS. (Le volume total de cette solution ^ 3 % est 
fonction de la quantity des h^maties sensibilisies que I'on 
veut preparer) . 
C - Traitement au tannin 
30 La solution de tannin (dans du PBS) est pr€par§e au mo- 

ment de I'emploi. Pdur cela : on pese 0,01 g de tannin que 
I'on dissout dans 80 ml de PBS pour obtenir une solution S 
1/8000. Cette solution est ensuite diluee ( cf . . plus loin : 
"determination des concentrations optimum des r^actifs") pour 
35 obtenir la concentration de tannin optimum- En g§n§ral, on 
utilise une concentration de tannin comprise entre 1/80000 
et 1/160000, Le tannin doit etre parfaitement dissous et la 
solution homogene. 

On melange alors a volumes ^gaux, les GRM S 3 % 
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dans le PBS et le tannin.On incube au bain-marie h 37*'C pendant 15 minutes. 
On centrifuge alors le melange et on lave dans du PBS et on reprend le cu- 
lot de GRM tannes dans du tanpon phosphate (pH 6,75) ,de fa9on a avoir une 
suspension de GPM a 3 %. 
5 D - Sensibilisation a I'antigene viral 

On prepare tout d'abord le taitpDn phosphate necessaire pour cet- 
te operation.il se ccnpose de deux solutions : 

- P0^HNa2/ 12H2O, 0,15M oorrespondant a une ooncentration de 21,3 g/litre 
^sres dissolution dans du solute physiologique 
10 - PO^H^K, 0,15M,soit 20,4 g/litre apres dissolution dans du solut# phy- 
siologique . 

Pour obtenir le tampon a pH 6, 75, on melange au moment 
de I'emploi, 76 ml de P0^HNa2 et 24 ml de PO^H^K. 

On melange ensuite 5 volumes egaux, la suspension a 

15 3 % des GRM tannes dans du tairpon phosphate et la dilution optimum 
d'antigene (cf. plus loin : "determination des concentrations 
optimum des r^actifs") dans le tampon phosphate. On incube le 
melange pendant 15 minutes ^ 20°C environ, en agitant toutes 
les 5 minutes, Au bout de ce temps, on centrifuge, on lave 

20 en PBS et on reprend le culot dans du PBS contenant 0,2 % 
d'albumine bovine (BSA) 'pour avoir une concentration globu- 
laire de 1 % pour le titrage direct des anticorps seriques. 
E - Lyophilisation 

Le culot des GRM sensibilises est repris (a 6 %) dans 

25 une solution de lactose S 5 % dans du PBS contenant 0,2 % 
d ' albumine bovine . 
EXEMPLE II 

Traitement au formol 

On opere de la meme maniere qu'indique dans I'Exemple 
30 I, sauf que I'on remplace le glutarald§hyde par le formol. 

Pour cela, le sang de mouton total pr§leve sur 
ALSEVER est m§lange directement, sans lavage des GRM, avec 
une solution citrate-f ormol . 
^Citrate de Na trisodique : 4,84 g 
35 Formol S 30 % : 4 ml 

Eau distillee : 96 ml/ 

volume a voliame . 

Le melange est incube pendant 16 heures environ au 
bain-marie a 37**C. Apr§s ce temps, les GRM sont lav§s 5 fois 
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uans du PBS^uis P.iis en suspension 5 3 % dans du PBS. Le volume de 
la solution a 3 % est fonction de la quantity d'h^maties sen- 
sibilis€es que I'on veut preparer. 
Titraqe 

5 Au moment du test, les hematies lyophilisees sont 

remises en suspension, Dans chaque ampoule, on ajoute 0,5 ml 
d'eau distillee at on agite pour rendre la suspension bien 
homogene, puis on transvase dans on tube S hemolyse. On 
dilue alors en ajoutant 2,5 ml de PBS contenant 0,2 % d'albu- 
10 mine bovine (PBS + BSA) . 

Les s§rums a tester sont traites au prealable pour 
eliminer les anticorps heterophiles : pour cela, on fait une 
dilution S 1/10 dans duPBS,eton traite 1 ml de cette dilution 
avec 1 a 2 gouttes de culot globulaire obtenu a partir de GRM 
15 frais et on incube 12 heures environ ^ 4**C. Au bout de ce 
temps, on centrifuge pendant 10 minutes a 2500 T/mn, et on 
recueille le surnageant. 

Le culot globulaire est obtenu ^ partir de GRM frais, 
lav€s 3 fois dans du PBS, le dernier surnageant devant etre par- 
20 faitement limpide. 

Les r^actifs sont disposes dans les cupules de la 
plaque de microtitration (cupules de Cooke en V ^ 8 rang§es ho- 
rizontales A a H) , de fagon S r§aliser les combinaisons sui- 
vantes : 

25 - pour la premiere rang€e horizontale A : 
cupule 1 : s^rvim positif + GRM temoin 
cupule 2 : {PBS + BSA) + GR sensibilis^s 
cupule 3 : serum dilu§ l/lO + GR sensibilises 
puis dans les cupules suivantes : les dilutions croissantes 
30 de s§rum GR sensibilises. 

" dans la 2dme rang€e horizontale B : memes combinaisons avec 
un s^rum n^gatif et dans les autres rangees horizontales 
C S H, les diff^rents scrums a tester. 

On fait ainsi le titrage des anticorps dans les 
35 serums, en parallele avec les t§moins : 1 temoin s^rum et 2 
temoins antig^ne, qui permettent de controler la specificity 
de la reaction. 

En pratique, on precede ainsi : on distribue dans 
la plaque, les r§actifs dans I'ordre suivant : 
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1) dans toutes les cupules avec la micropipette , 1 goutte 
(0,025 ml) de PBS + BSA 

2) pour le serum positif rangee A, 1 goutte de ser;am dilu€ a 
1/10 dans les cupules 1, 3 et 4 

5 pour le serum negatif dans la rangee B, 1 goutte de serum 
dilue k 1/10 dans les cupules 1, 3 et 4 

II en est de meme dans chaque rangee horizontale, pour les 
differents serums S tester, 

3) avec un microdiluteur de capacite 0,025 ml par anse : on 
10 dilue par d§doublement successif a partir de la cupule 4 

jusqu'^ la cupule 12 de chaque rangee 

4) on ajoute 1 goutte de PBS + BSA dans les cupules 2, 4, 5 et 
suivantes : ainsi un volume total de 0,05 ml par cupule est 
obtenu 

15 5) on distribue les GR temoins dans les cupules de la rang§e 
verticale 1 (t^moin seriim) et les GR sensibilises dans 
toutes les autres cupules de la plaque 
6) on agite au microagitateur ou manuellement et bien horizon- 
talement chaque plaque. On ferme avec du papier adh§sif et on 
20 laisse reposer une nuit (16 heures environ) a 4*C. 

La lecture se fait le lendemain. On sort les pla- 
ques et on les laisse i. la temperature ambiante pendant 
10 minutes- Ensuite, on les incline S 70°, sur un portoir. 

La lecture doit se faire rapidement a partir du 
25 moment oH les temoins (rang^es 1 et 2) coulent. II est prefe- 
rable de ne pas lire trop de plaques en meme temps. 
On marque par 0 : les hematies qui "coulent" 

par 4 : les h§maties parfaitement agglutin^es 
par 2 : les hematies intermediaires qui "coulent" 
30 mal 

Determinations des concentrations optimum des reactifs 

On precede au titrage de I'antigene dans des condi- 
tions variables de concentrations d' aldehyde e t d e 
tannin , 

35 On traite les GRM, comme il a ete decrit ^ I'Exem- 

ple I, avec differentes concentrations d' aldehyde : 
1/150, 1/200/ 1/250 et 1/300 (soit en fojial 1/300 S 1/600). 

Chaque preparation est ensuite tannee avec trois 
dilutions de tannin : 1/40 000, 1/80 000 et 1/160 000. 
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On fait ensuite, avec chacune de ces douze prepara- 
tions, un titrage de I'antigene (dans une microplaque a 
96 cupules) . 

5 Pour cela, on dispose une rangee de 9 tubes, L'an- 

tigene est dilue dans du tampon phosphate a pH 7,2 par dedoublements 
successifs a partir de la dilution S 1/4 (dans le premier 
tube) . 

Pour les douze tests : on met 2,4 ml de tampon 
10 phosphate dans tous les tubes, sauf le premier, ou on dilue 
au 1/4, 1,2 ml d'antigene + 3,6 ml de tampon phosphate. On 
melange bien et on transvase 2*4 ml dans le deuxidme tube, 
et ainsi de suite dans les huit tubes. Le neuvidme tube ne 
regoit que 2,4 ml de tampon phosphate : c'est celui des GRM 
15 t§moins non sensibilis§s . 

Dilution 1/4 1/8 1/16 1/3 2 Temoin 

Antigene 1 f 21 ^^2 , 4l ^^^2 , 4 1 ^,>52 , 4 0 

Tampon phosphate 3,€j 2, 4 J 2, 4 J 2,4 2,4 

On incube pendant 15 minutes I la temperature du 
20 laboratoire (20^C) . Puis, on centrifuge, on lave dans du PRS et 
on reprend le culot dans 7,2 ml de (PBS + BSA) , de fa^on a 
avoir une suspension globulaire ^ 1 %. 
Le^test 

Pour chaque plaque, on dilue le serum de reference : 
25 on depose 1 goutte de PBS contenant 0,2 % de BSA (PBS + BSA) 
dans tous les trous de la plaque (0,025 ml) . 

Dans chaque rangee horizontale de A a H, on depose 
dans les cupules 1 , 3 et 4 , 1 goutte de s^rum de reference dilu6 
a 1/10 (et prealablement adsorb§ avec des GRM frais) . 
30 On dilue ensuite a I'aide d'un microdiluteur par 

dedoublements successifs de la cupule 4 a la cupule 12 
de chaque rangee. 

On depose ensuite 1 goutte de (PBS + BSA) dans les 
cupules 2, 4, 5 et suivantes de toutes les rangees horizon- 
35 tales : un volume §gal de 0,05 ml est ainsi distribu€ dans 
toutes les cupules de la plaque. 

Dans tous les trous de la rang§e verticale 1 , on 
depose 1 goutte de GRM t§moins. 

Ensuite, dans les autres cupules de la rangee A, 
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on depose les GRM sensibilis^s par la dilution au 1/4 de 
I'antigSne, dans celles de la ranges B, les GRM sensibilises 
par la dilution au 1/8 de I'antigene, et ainsi de suite 
jusqu'a la rang§e H oil sont distribues les GRM sensibilises 
5 par la dilution de 1/512 de I'antigene. 

On agite chaque plaque, on la ferme a I'aide de 
papier adhesif et on laisse incuber 16 heures S 4^C. 

Au bout de ce temps, on incline les plaques a 75° 
et on fait la lecture d^s que les GR des rangees 1 (temoin 
10 s^rtam) et 2 (temoins antigdne) "coulent". 
On note 4 : les GRM agglutines 

0 : les GRM qui "coulent" 

2 : les GRM intermediaires qui "coulent" mal 

On determine la plaque dans laquelle le titrage 
15 de I'antigene donne une courbe reguliere decroissante d' hemag- 
glutination et oH le titre est: le plus fort pour un titre 
s^rique le plus #leve et le plus proche du titre connu deter- 
mine par hemagglutination classique avec des GRM frais. 

On utilise ensuite la dilution choisie de glutar- 
20 aldehyde, celle du tannin et celle de I'antigene pour la pre- 
paration des GRM a traiter et a lyophiliser. 

II resulte de la description qui precede que, quels 
que soient les modes de mise en oeuvre, de realisation et 
d' application adoptes, I'on obtient un procede de conserva- 
25 tion des hematies , et notamment des hematies sensibilisees 
par un antig^ne viral, notamment de la famille des virus 
Herpes, qui presents par rapport aux precedes visant au meme 
but ant^ieurement connus,des avantages importants, et en particulier : 

- I'avantage de pouvoir stocker les hematies , sensibilisees 
30 ou non, pendant de longues periodes, 

- I'avantage de rendre les determinations par hemagglutina- 
tion sQres, reproductibles et tres precises, 

et surtout 

- I'avantage de pouvoir standardiser de maniere fiable et 

35 economique les reactions d ' hemagglutination indirecte, uti- 
lisables sans precaution particuliere et ^ grande echelle 
par des op#rateurs non specialises. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1 ' inven- 
tion ne se limite nullement S ceux de ses modes de mise en 
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oeuvre, de realisation et d ' application qui viennent d'etre 
d€crits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au con- 
traire toutes les variantes qui peuvent venir ^ 1' esprit du 
technicien en la matiere, sans s ' ^carter du cadre, ni de la 
5 portee , de la presente invention . 
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REVENDICATIONS 
1**- Proc§d§ de conservation des hematies en vue de 
la standardisation de la reaction d ' hemagglutination, car acte- 
rise en ce que I'on traite le sang total non centrifuge et 
5 non lave, pr^alablement recueilli sur un agent anti-coagulant, 
par un agent de fixation tel qu'un aldehyde, en ce que 1' on 
centrifuge le sang ainsi traite, pour en separer les hematies 
fix§es, et en ce qu'on lyophilise les hematies ainsi separees. 

2**- Precede selon la Revendication 1, applique ^ la 
10 preparation d* hematies sensibilisees par une proteine specif i- 
que, caract§ris§ en ce que les hematies fixees par un aldehyde, 
puis separees du sang total par * centrif ugation , sont ensuite 
trait€es par un tannin, puis par ladite proteine specif ique, 
avant d'etre lyophilisies . 
15 3^- Proced§ selon la Revendication 2, caracteris§ en 

ce que la proteine specifique de sensibilisation des hematies 
est prise dans le groupe qui comprend notamment les antigenes 
viraux, les antigSnes bact§riens, les antigenes parasitaires , 
les anticorps purifi§s (IgG) et les anticorps monoclonaux 
20 prepares in vitro. 

4°- Proc§d§ selon l*une quelconque des Revendica- 
tions 1^3, caracteris^ en ce que 1* aldehyde, ainsi que,le 
cas €ch§ant, le tannin et la proteine specifique sont mis en 
oeuvre dans des solutions tampons appropriees, les concentra- 
25 tions optimales d" aldehyde, de tannin et de proteine specifi- 
que €tant d€termin§es pour chaque lot de proteine specifique. 

5°- Precede selon la Revendication 4, caract§rise 
en ce que les tampons mis en oeuvre sont des tampons steriles. 

6°- Proc§de selori I'une quelconque des Revendica- 
30 tions 1 S 5, caract^ris^ en ce que , apres avoir ete s^par^es 
par centrif ugation, les hematies sont soumises S un lavage par 
du PBS. 

7"^" Proc^dg selon I'une quelconque des Revendica- 
tions 1^6, caracterise en ce que 1* aldehyde mis en oeuvre 
35 est le formol. 

8°- Proc§d§ selon 1 * une quelconque des Revendica— 
tions 1^6, caracterise en ce que 1* aldehyde utilise est le 
glutarald^hyde . 

9**- Proc§dg selon I'une quelconque des Revendica- 
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tions 2^8, caractSrise en ce que la prot^ine specif ique est 
obtenue S partir de cellules infect^es, § I'aide d'une plura- 
lity d' operations de congelation et d6cong61ation successives 
et rapides. 

5 10"- Procede selon I'une quelconque des Revendica- 

tions 1 a 9, caracterise en ce que les traitements des hema- 
ties par 1* aldehyde et par le tannin sont effectues a des di- 
lutions de I'ordre de 1/300 a 1/600 pour l'ald§hyde, et de 
1/40 000 a 1/160 000 pour le tannin- 
10 11**- Proc§de selon I'une quelconque des Revendica- 

tions 1 ^ 10, caracterise en ce que la lyophilisation est ef- 
fectu^e en presence de lactose et d'albumine bovine dans un 
tampon phosphate appropri^, de preference sterile. 

12*"- Precede selon les Revendications 1, 4 et 10, 
15 caracterise en ce que la determination des concentrations op- 
timxim des reactifs est obtenue S I'aide des etapes successives 
suivantes : 

a) traitement des hematies contenues dans le sang total, par 
3 a 8 concentrations differentes aldehyde, lesquelles 

2 0 concentrations sont situees entre 1/300 et 1/600, 

b) traitement de toutes les fractions de globules rouges trai- 
tees par 1 'aldehyde comme indique en a) ,par 3 16 dilutions 
differentes de tannin, lesquelles dilutions sont situees 
entre 1/40 000 et 1/160 000, 

25 c) titrage de toutes les preparations obtenues en b) par I'an- 
tig&ne a plusieurs dilutions : 1/4, 1/8, 1/16, 1/24, 
d) lecture du test, 

13**- Hematies fixees par un aldehyde et lyophilisees, 
obtenues en mettant en oeuvre le procede selon la Revendica- 
30 tion 1. 

14''- Hematies sensibilisees par une proteine speci- 
fique, obtenues en mettant en oeuvre le procede selon I'une 
quelconque des Revendications 1 a 12. 

IS**- Hematies sensibilisees selon la Revendication 
35 14, caracterisees en ce qu'elles sont sensibilisees par une 
proteine. specif ique prise dans le groupe qui comprend notam- 
ment les antigSnes viraux, les antigenes bacteriens, les anti- 
genes parasitaires, les anticorps purifies (IgG) et les anti- 
corps monoclonaux prepares in vitro. 
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16**- H^maties sensibilis§es selon la Revendication 
15, caract^risges en ce qu'elles sont sensibilisees par un 
antigdne viral de la famille des virus Herpes. 



